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摘要 : 根据 光 镜 和 电镜 观察 结果 ， 将 亚洲 玉米 螟 (Ostrinia furnacalis ). 幼虫 血细胞 分 为 粒 细胞 、 浆 细胞 、 
类 绛 色 细 胞 、 原 血细胞 和 球形 血细胞 五 类 。 调 查 了 幼虫 的 血细胞 总 数 (THC) 和 各 类 血细胞 数量 (DHC) 的 变 
化 情况 。 从 三 龄 末期 到 五 龄 第 五 天 期 间 ， 幼 虫 的 THC ESL EE REB. HESS 12 h 降 到 最 低 点 ， 然 后 又 
慢 慢 回升 。 在 五 龄 幼虫 前 Sd 期 间 ， 浆 细胞 在 前 第 三 天 呈 增 加 趋势 ， 之 后 开始 下 降 ， 而 粒 细胞 呈 相 反 趋势 。 浆 
细胞 和 粒 细胞 具有 附着 延展 性 ， 它 们 可 以 附着 在 载 玻 片 表 面 ， 但 延展 能 力 不 同 。 血 细胞 可 以 迅速 黏附 在 外 源 物 
如 葡 育 糖 凝 胶 珠 表 面 形 成 包 赛 ， 部 分 包 赛 会 发 生 黑 化 现象 。 体 外 培养 条 件 下 ， 血 细胞 也 可 以 形成 包 圳 ， 其 结构 
与 体内 形成 的 包 训 差异 不 大 。 
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Abstract: Using phase contrast microscopy and electronic transmission microscopy, five types of hemocytes were 
determined in the larvae of Ostrinia furnaclis, namely granularcytes, plasmatocytes, oenocytoids, prohemocytes and 
spherule cells. Total hemocyte counts (THC) and differential hemocyte counts ( DHC) were compared in the larval 
hemolymph. From the late stage of 3rd instar till the 5th day of 5th instar, THC increased shortly before and after ecdysis 
and thereafter decreased to a basal level. During the 1st day to the 5th day of Sth instar, the amount of plasmatocytes in- 
creased before the 3rd day and decreased after that, but granularcytes were the reverse. In in witro test both plastomato- 
cytes and granularcytes showed spreading and adhesive behavior but their spreading ability were different. When Sephadex 
À-25 beads were injected into the 5th-instar larvae they were soon encapsulated and some of them were melanized. Hemo- 
cytes were also able to encapsulate the latex beads in in vitro test. No difference of the capsule structure could be seen. 
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昆虫 血细胞 是 昆虫 细胞 免疫 的 主要 执行 者 ， 它 
们 可 以 将 外 源 人 侵 物 吞 噬 、 形 成 结 节 或 包 塞 杀 死 ， 
在 昆虫 抵抗 人 侵 外 源 物 的 侵 染 过 程 中 起 着 重要 作 
用 。 不 同 种 类 昆虫 中 的 血细胞 类 型 变化 较 大 ， 而 不 
同类 型 的 血细胞 在 昆虫 免疫 过 程 中 起 的 作用 也 是 不 
同 的 。 在 鳞 翅 目 幼虫 中 主要 存在 五 种 血细胞 类 型 : 
粒 细 胞 (granular hemocyte )、 浆 细胞 (plasmato- 





收 稿 日 期 : 2003 - 05 - 06; 接受 日 期 : 2003 - 09 - 19 
基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 重点 项 目 (39930030) 


cyte)、 类 疑 色 细 胞 (oenocytoid)、 原 血细胞 《pro- 
hemocyte) 和 球形 血细胞 (spherule cell) (Gupta, 
1979)。 其 中 粒 细胞 和 浆 细 胞 是 免疫 反应 的 主要 参 
与 者 ， 它 们 具有 附着 延展 性 ， 可 以 黏附 在 大 的 外 源 
物 如 寄生 蜂 表 面 ， 并 将 其 包 讲 ， 然 后 黑 化 杀 死 ; 此 
外 ， 它 们 还 可 以 吞噬 细 蓝 等 小 的 人 侵 物 或 将 多 个 细 
菌 聚 集 在 一 起 形成 结 节 (Schmidt et al, 2001; 
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Strand & Pech，1995)。 另 外 三 种 血细胞 在 免疫 过 
程 中 的 作用 还 不 清楚 ， 其 中 ， 球 形 血 细胞 可 能 与 表 
皮 成 分 的 运输 有 关 (Sass et al，1994)， 而 类 绛 色 
细胞 可 能 与 黑 化 过 程 有 关 (Jiang et al，1997; Iwa- 
ma & Ashida, 1986), 

AXES EOKXNRIETEBISEERBMUPAOESE d. BEEHEHS 
^E ERBEUI LE Dc ER EROIE DI HEOKRR BI REESECADEN, 前 者 
在 控制 自然 界 中 后 者 的 种 群 数量 中 起 重要 作用 。 研 
究 表明 腰带 长 体 茧 蜂 的 卵 不 会 被 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 包 
者， 因而 可 以 在 其 体内 发 育 (Hu et al，2003)。 为 
什么 玉米 蜡 幼 虫 的 血细胞 不 能 执行 免疫 功能 而 将 寡 
生 蜂 卵 包 宫 杀 死 呢 ? 是 因为 玉米 旦 的 血细胞 缺乏 免 
疫 功 能 还 是 其 免疫 功能 被 抑制 ”阐明 这 个 问题 将 有 
利于 我 们 进一步 利用 寄生 蜂 防治 重要 农业 害虫 。 因 
此 本 文 就 亚洲 玉米 蜡 血 细胞 形态 、 行 为 及 包 军 能 力 
进行 了 动态 研究 ， 为 进一步 深入 研究 该 虫 与 寄生 蜂 
的 免疫 关系 打下 基础 。 


1 材料 与 方法 
1.1 供 试 昆虫 


亚洲 玉米 旦 幼虫 采 自 山西 省 ， 自 1988 年 起 一 
直 在 上 海 昆 虫 研究 所 协同 进化 实验 室 以 人 工 饲料 饲 
养 (Zhou et al，1979)。 饲 养 条 件 为 温度 (25+1) 
XC， 湿 度 > 90% ， 光 周期 16L:8D。 

1.2 实验 方法 

1.2.1 血细胞 数 总 血细胞 数 (total hemocyte 
counts, THC) 计数 方法 如 下 : HORA EOKSR I di 
置 冰 上 麻醉 ， 用 75% 的 酒精 消毒 后 ， 剪 去 一 个 腹 
足 ， 滴 一 滴 血 淋巴 到 Parafüm EE E; 迅速 用 移 液 器 
移 取 5 pL 血 淋 巴 到 已 盛 有 25 pL Pringle's 生理 盐水 
(Pringle's, 1938) 的 500yL 离心 管 中 , 混 名 ; 滴 适 
量 稀释 的 血 淋 巴 分 别 到 3 个 血球 计数 板 上 ， 置 相差 
显微镜 下 观察 计数 ; 重复 3 次。 不 同类 型 血细胞 数 
(differential hemocyte counts，DHC ) 的 计数 方法 基 
本 与 上 面相 同 : 取 稀释 6 倍 的 不 同 个体 的 血 麻 巴 分 
别 滴 到 3 个 载 玻 片 上 ， 置 湿 盒 中 30 min， 相 差 显 微 
镜 下 观察 计数 ;每 个 视野 大 约 鉴定 150 个 细胞 ， 每 
张 玻 片上 取 3 个 视野 ; 重复 3 次 (Strand & Noda, 
1991 ) 。 

1.2.2 Sephadex A-25 葡 聚 糖 凝 胶 珠 的 注射 ”首先 
用 0.1% 的 刚果 红 将 Sephadex A-25 葡 聚 糖 凝 胶 珠 染 
色 ， 染 色 后 的 珠子 置 于 紫外 灯 下 了 晾 干 。 使 用 时 将 珠 
子 溶 在 Pringle's 生理 盐水 中 (加 适量 抗生素 )。 注 





射 前 首先 将 四 龄 末期 幼虫 置 于 冰 上 麻醉 然后 用 酒 
精 棉 球 消毒 虫 体 。 微 量 注射 器 针头 从 腹 足 轻 轻 插 
入 ,每 次 注 10 ~ 15 个 珠子 到 虫 体内 ， 分 别 于 注射 
后 2、6、24 和 48h 解剖 ,观察 珠 子 的 包 守 和 黑 化 
情况 ， 每 个 时 间 点 10 头 。 重 复 3 次 。 

1.2.3 包 吉 和 黑 化 的 分 析 根据 包 守 的 厚度 将 包 
训 分 为 6 类 ， 每 一 类 分 别 用 渐次 增加 的 数字 代表 : 
1 代表 未 包 守 ， 即 没有 血细胞 灰 附 ; 2 代表 少 于 10 
个 细胞 条 附 ; 3 代表 多 于 10 个 细胞 条 附 ， 但 包 赛 
未 形成 层 ; 4 代表 包 宫 厚度 大 于 一 层 细胞 ， 小 于 等 
于 珠子 半径 ;5 代表 包 宫 厚度 大 于 珠子 半径 但 小 于 
等 于 珠子 直径 ; 6 代表 包 圳 厚度 大 于 珠子 直径 。 对 
每 一 时 间 点 不 同 程度 的 包 宫 分 别 进行 加 权 ， 然 后 用 
它们 的 加 权 和 代表 在 这 一 时 间 点 时 包 寺 的 总 体 情 
况 ， 即 包 鹤 程度 。 计 算 方 法 为 : 包 守 程 度 = > (P 
x 到)， 其 中 P 代表 每 一 类 珠子 占 总 珠子 数 的 百 分 


比 ，M 代表 每 一 类 珠子 的 数字 ( 即 1,2,...... ,6)。 
每 一 时 间 点 的 包 于 比率 为 被 包 于 的 珠子 占 总 珠子 的 
比例 。 


1.2.4 血细胞 体外 培养 及 体外 包 守 ”在 细胞 培养 
板 中 使 用 TC-100 (GIBCO) (加 抗生素 ) 加 15% 小 
牛 血清 作为 培养 基 培 养 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 血 细胞 。 为 
了 减 小 血细胞 与 培养 板 底 部 的 黏附 ， 使 用 前 在 培养 
板 底 铺 一 层 薄 薄 的 1% 琢 脂 糖 ， 待 其 凝固 后 加 入 培 
养 基 和 血细胞 (血细胞 的 取样 同 前 )，26 "C FH 
养 。 在 血细胞 生长 正常 的 条 件 下 加 入 葡 聚 糖 凝 胶 
珠 ， 定 时 观察 珠子 的 包 压 情况。 


2 RSS 


2.1 THC 和 DHC 

根据 光 镜 和 电镜 观察 结果 ， 将 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 
血细胞 分 为 粒 细胞 、 浆 细胞 、 类 绛 色 细 胞 、 原 血 细 
胞 和 球形 血细胞 五 类 。 五 类 血细胞 总 数 为 20 x 105 
~40x 105 个 [mL， 图 1 为 从 三 龄 末期 到 五 龄 第 五 
天 的 血细胞 数 。 可 以 看 出 ， 随 着 虫 龄 的 增加 ， 血 细 
胞 总 数 略 有 上 升 ， 五 龄 末期 血细胞 总 数 要 大 于 三 龄 
末期 和 四 元 末期 dei Be RET LA REL EE RE, TES 
皮 后 12h 降 到 最 低 点 ， 然 后 又 有 所 回升 ， 这 可 能 与 
晓 皮 前 后 虫 体 发 生 的 剧烈 的 生理 生化 变化 有 关 。 五 
龄 后 12 h 到 第 三 天 内 ， 粒 细胞 占 THC 的 百分比 逐 
渐 下 降 而 浆 细胞 的 比例 有 所 上 升 , 但 3d 后 又 呈现 
相反 趋势 。 虽 然 粒 细胞 与 浆 细 胞 都 是 参加 细胞 免疫 
反应 的 主要 血细胞 类 型 ,但 是 它们 在 免疫 过 程 中 的 
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图 1 亚洲 玉米 旦 幼虫 不 同龄 期 的 血细胞 总 数 (THC) 
Fig.1 Total hemocyte count (THC) for Ostrinia furnacalis larvae 


in each instar 


80 [- A 作用 是 不 同 的 ， 关 于 这 两 种 细胞 的 数量 与 它们 功能 
的 关系 还 需要 进一步 研究 。 类 疑 色 细 胞 的 数量 变化 


| 较 大 ， 这 一 定 程度 上 可 能 与 它们 含量 较 少 ， 相 对 误 
4L ASACHOE, [EGSISESSAE-ERAGI REB BEAT 


量 少 (图 2), 








AE 2.2 ”血细胞 行为 

, | uq à j 2.2.1 粒 细胞 粒 细胞 与 浆 细 胞 大 小 相似 , 它 通常 
为 圆 形 或 椭圆 形 , 在 相差 显微镜 下 相 亮 (phase- 

80 - ; bright) 。 一 旦 与 载 玻 片 接触 , 粒 细胞 可 以 黏附 于 其 











FP 上 。 但 与 浆 细 胞 相 比 , 它 需要 的 时 间 要 长 一 些 ,一 般 

DIS 0 要 0.5h 后 才 可 以 完全 籍 附 。 同 时 , 粒 细胞 只 表现 

: 40 - 很 微弱 的 延展 能 力 , RE Jes HR S EOS HEBR 

$ »L 变化 ,还 保持 圆 形 或 近 圆 形 的 状态 ,只 是 黏附 后 的 细 
; | 胞 的 边缘 有 一 些 不 明显 的 放射 状 突起 (图 3~4)。 

2.2.2 JH 浆 细 胞 形状 多 变 ， 有 近 圆 形 的 ， 

m 也 有 纺锤 状 或 多 足 形 的 ,相差 显微镜 下 相 暗 

S (phase-dark) (图 5~8)。 近 圆 形 的 浆 细胞 具有 极 

强 的 附着 性 和 延展 性 ， 一 旦 与 外 源 物 接触 ， 会 迅速 

E TRJEREEE (图 9A)。 其 延展 力 很 强 ， 一 般 在 10 

min 内 形态 就 会 发 生 明显 变化 。 延 展 后 的 浆 细胞 形 

ET NET Er ERE E 状 极 不 规则 ， 看 起 来 不 再 具有 细胞 的 状态 ， 边 缘 模 


糊 ， 细 胞 核 也 很 难 辩 认 (图 9: B ~ C)。 但 纺锤 状 


iB] Time 
SEE 和 多 足 形 的 浆 细 胞 的 附着 延展 性 要 弱 得 多 ， 一般 情 
图 2 亚洲 玉米 蝇 幼 虫 不 同类 型 血细胞 点 况 下 它们 不 表现 明显 的 附着 延展 行为 。 
总 血细胞 数 的 百分率 2.2.3 类 绛 色 细胞 、 原 血细胞 和 球形 血细胞 类 


Fig.2 Percentage of each hemocyte type in the hemolymph 


of Ostrinia furnacalis larvae 绛 色 细 胞 、 原 血 细胞 和 球形 血细胞 没有 附着 延展 

A. 粒 细胞 《Granvlar hemocyte);B。 浆 细胞 (Plasmatoeye); ”性 ， 即 使 与 载 玻 片 相 接触 也 仍然 保持 圆 形 状态 。 其 
dl 0 中 类 绛 色 细胞 的 寿命 较 短 ， 在 初 离 体 时 ， 它 的 形态 
与 粒 细 胞 相似 ,只 是 略 大 一 些 ( 图 9D); 离 体 后 约 
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图 3~9 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 的 血细胞 


Figs.3—- 9  Hemocyte of Ostrinia furnacalis larvae 


标尺 (Scale bar) = 10 umo 

3. 未 发 生 黏 附 的 粒 细胞 (Granular hemocyte unspreading) ; 

4. 在 载 焉 片上 发 生 肝 附 的 的 粒 细胞 (Granular hemoeyte spreading on slide); 

5, 6. &lÉARBIAE AH (Plasmatoeyte in multifeed-shaped ) ; 

7. 纺锤 状 的 桨 细胞 (Plasmatocyte in spindle-shaped) ; 

8. 近 圆 形 的 奖 细胞 (Plasmatocyte in similarly round form); 

9. A 为 发 生 轻 微 黏附 的 桨 细胞，B 和 C 为 与 载 玻 片 黏附 后 的 浆 细 胞 ，D 为 初 离 体 的 类 绛 色 细 胞 ，E 为 油 亡 的 类 
绛 色 细胞 (A was a plasmatocyte spreading slightly, B and C were plasmatocytes spreading on slide, D was a oenocy- 
toid shortly after bleeding and E was a dead oenocytoid) 。 


10 min 便 逐 渐 膨大 ， 极 具 透 明 感 ， 而 且 有 一 个 清晰 2.3 血细胞 的 包 圳 

可 见 的 细胞 核 ; 约 30 min 就 会 逐渐 凋 亡 ， 形 状 模 血细胞 可 以 黏附 在 外 源 物 表面 形成 包 琳 ， 包 赛 
Wi (Bd 9%E)。 另 外 两 种 血细胞 原 血 细胞 和 球形 血 细 ”是 寄主 昆虫 抵抗 寄生 蜂 入 侵 的 非常 有 效 的 方式 。 包 
胞 在 循环 血 淋 巴 中 含量 很 少 。 塞 是 由 血细胞 形成 的 多 层 的 细胞 宫 鞘 , 它 的 结构 非 



































胡 ETE. 亚洲 玉米 旦 幼虫 血细胞 的 包 于 行为 439 











图 10~11 亚洲 玉米 晶 幼 虫 血 细胞 形成 的 包 医 
Figs.10 - 11 Capsules formed by hemocytes of Ostrinia 
furnacalis larvae 
标尺 (Scale bar) = 100 um, 
10. 幼 虫 体内 形成 的 包 雷 (Capsule formed by hemocytes in vivo ) ; 
11. 体外 培养 的 血细胞 形成 的 包 玫 (Capsule formed by hemo- 


cytes cultured in vitro ) 
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亚洲 玉米 蜡 幼 虫 血 细胞 对 Sephadex A-25 

的 包 吉 情况 

Fig.12 Encapsulation of hemcoytes of Ostrinia furnacalis 
larvae on Sephadex A-25 

包 计 程度 由 每 一 时 间 点 时 各 程度 的 包 嘻 占 总 包 守 数 的 百分比 的 

加 权 和 代表 (Extent of encapsulation represented by weighted sum 

of % of encapsulated Sephadex A-25 beads); 


图 12 


常 密 实 ， 在 显微镜 下 可 以 观察 到 其 致密 的 纹理 结构 
(图 10)。 血 细胞 的 包 襄 也 可 以 由 非 生 物 外 源 物 如 
Sephadex A-25 葡 聚 糖 凝 胶 珠 等 诱发 。 我 们 的 研究 
结果 表明 ， 亚 洲 玉米 旺 幼 虫 具有 很 强 的 包 赛 葡 聚 糖 
凝 胶 珠 的 能 力 。 在 注射 后 2h 内 血细胞 可 以 包 赛 
89% 的 珠子 ,注射 后 24 h 内 被 包 于 的 珠子 的 比例 
达到 98% (图 12A)。 包 赛程 度 随 时 间 增 长 而 增 
加 ，2h Sto SERE BERE SESS, 6h 后 包 赛 程度 明显 


增加 ,到 48 h 后 包 襄 程度 虽 略 有 增加 但 程度 不 大 


i 3 (图 12B), WEZ EEGLMEDUSET-H PRACSUR RUE, (H 


不 同 个 体 黑 化 程度 不 同 。 
2.4 ”体外 培养 的 血细胞 的 包 训 能 力 

体外 培养 的 血细胞 可 以 形成 包 赛 ， 包 宫 的 结构 
与 体内 相同 ， 者 是 由 血细胞 形成 的 多 层 细 胞 结构 。 
但 是 包 赛 的 形态 有 些 变化 ， 很 少 有 珠子 被 完全 包 
圳 ， 包 于 多 是 沿 一 个 方向 发 展 (图 11)。 这 与 虫 体 
内 形成 的 包 于 有 很 大 不 同 ,， 体内 形成 的 包 守 通常 都 
是 各 个 方向 厚度 近似 。 此 外 ， 包 守 的 密实 程度 也 有 
差异 ， 体 外 培养 的 血细胞 形成 的 包 计 略 显 玖 松 。 由 
于 血细胞 在 体外 条 件 下 不 能 保持 体内 时 的 循环 状 
态 ， 而 是 处 于 近乎 静止 状态 ， 这 在 一 定 程度 上 影响 
了 它 的 正常 功能 的 发 挥 。 但 是 可 以 明显 看 出 ,在 体 
外 条 件 下 血细胞 仍然 具有 很 强 的 包 计 外 源 物 的 能 
力 。 
3 讨 论 

为 了 阐明 亚洲 玉米 旦 与 腰带 长 体 昔 蜂 这 对 天 然 
寄生 体系 的 免疫 与 反 免 疫 关 系 ， 我 们 首先 对 亚洲 玉 
米 量 幼虫 的 血细胞 的 功能 进行 了 研究 。 在 明确 了 不 
同类 型 的 血细胞 的 行为 与 它们 在 包 寺 反应 过 程 中 的 
作用 的 同时 ， 我 们 证 明了 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 血 细胞 具 
有 很 强 的 免疫 功能 ， 它 们 可 以 识别 外 源 物 并 将 其 包 
吉 。 因 此 我 们 可 以 推断 在 亚洲 玉米 量 幼 虫 被 腰带 长 
体 草 蜂 寄生 后 ， 腰 带 长 体 草 蜂 能 够 在 其 体内 正常 发 
育 主要 有 两 个 可 能 : 其 一 ， 上 腰带 长 体 草 蜂 寄 生 过 程 
中 注入 的 因子 抑制 了 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 血 细胞 的 免疫 
反应 ; 其 二 ， 腰 带 长 体 茧 蜂 的 卵 和 幼虫 自身 可 以 逃 
人 避 寄 主 幼虫 的 免疫 反应 。 究 竟 是 哪 一 个 因素 在 起 作 
用 或 者 是 两 者 协同 作用 还 需要 进一步 的 实验 证 明 。 

在 对 血细胞 的 包 宫 反应 的 研究 中 ， 一 些 学 者 通 
常 使 用 包 宫 的 个 体 所 占 比 率 代表 包 宫 程度 (Eslin 
& Prévost, 2000; Richards & Edwards，2002)。 但 
&3E - HIS EETERI2E ESEX , UH IRL ELUE EU. — Fu 
几 层 血细胞 的 厚度 ， 而 有 的 厚度 可 以 超过 葡 聚 糖 凝 
胶 珠 的 直径 (Hu et al，2003)。 在 评价 血细胞 的 包 
训 反 应 程度 时 ， 如 果 单 纯 用 包 讲 百分率 很 难 正确 体 
现 包 训 的 程度 ; 因此 ， 我 们 使 用 不 同 程度 的 包 训 所 
占 的 百分率 的 加 权 和 来 代表 包 讲 程度， 这 样 在 一 定 
程度 上 可 以 减 小 误差 ， 更 加 准确 地 反映 血细胞 包 赛 
的 实际 情况 。 
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